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はじめに
網膜芽細胞腫遺伝子（retinoblastoma gen : rb ）は13 番
染色体長腕上に位置する癌抑制遺伝子であり，網膜芽細
胞腫で10% に，肺小細胞癌，骨肉腫などで高率に rb 遺
伝子産物（RB ）の発現異常が認められる l）。 家族性網膜
芽細胞腫患者の家系調査に基づく遺伝子解析によりク
ローニングされたためこの名となっているが，肺非小細
胞癌，勝脱癌，乳癌，甲状腺癌など広い範囲の腫傷で RB
異常が報告されている。野生型 rb 遺伝子を rb 欠失肺癌
細胞に導入すると肺癌の増殖が抑制され2, 3)' rb 遺伝子
異常は肺癌の病態に深く関与すると考えられている。
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RB 蛋白のリン酸化は CDK4 /cyclin Dl 複合体により行われ，リン酸化された RB 蛋白は高次構造が変化し，結合していた転写因子 E2F
を遊離する。遊離 E2F は DNA 合成に必要な遺伝子群の転写を活性化し，細胞周期は第 1休止期（Gl ）より DNA 合成期（S）に進行す
る。一方， CDK4 /pl6 複合体は RB 蛋白のリ ン酸化能を有さず， RB 蛋白は低リ ン酸化状態のままで E2F を遊離できず，細胞周期の進行は
起こらない。 cyclin Dl とpl6 が併存する場合， cy clin Dl とpl6 のモル比に比例し， CDK4 /cyclin Dl 複合体と CDK4 /pl6 複合体の両者が形成
される。
英治他
れている。一方， H B ウイルスの cylin A 遺伝子イント
ロンへの挿入が cylin A の発現異常を誘導し，肝癌の発
生に関与することが知られている 5）。 そこで，著者らは
肺癌細胞の cylin A 発現を検討した。肺癌は化学療法や
放射線療法に対する感受性の相違より肺小細胞癌と肺非
小細胞癌に大別されているが，肺小細胞癌の約85% ，肺
非小細胞癌の約15% は，正常の構造を有する RB 蛋白を
欠損していた6）。 正常 RB をもっ肺癌細胞のほとんどが
cylin A を過剰発現し，しかもそれらの R B は高リン酸
型が主体であった7) （図 2 ）。このように， m 正常の肺
癌細胞において cylin family member のいずれかが過剰
発現することにより，構造的に正常の RB は機能的に不
活性化され，癌細胞の異常増殖を抑制できないと考えら
れている8）。 現在，これらの cylin 過剰発現肺癌に対し
アンチセンスによる cylin 発現抑制療法が検討されてい
る。
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RB リン酸化阻害因子 pl 61NK4A の欠失
最近，悪性黒色腫，食道癌，勝臓癌，脳腫蕩，胸膜中
皮腫，悪性リンパ腫，白血病など広汎の腫蕩で 9 番染色
体短腕上に位置する新しい癌抑制遺伝子の機能欠失が報
告されている4）。 臨床検体での異常頻度は高く，これま
で最も高頻度に異常のみられる p53 癌抑制遺伝子に次ぐ
ものである。この癌抑制遺伝子産物 pl6INK4A は16kD の
核蛋白であり， CDK4 /cylin Dl による RB のリン酸化を
阻害する機能を有することが明らかになった。肺癌では
非小細胞癌で欠失，変異による pl6INK4A の機能喪失が高
頻度に認められる。正常の RB をもっ肺癌細胞ではその
90% 以上がpl6INK4A を欠失しており， RB を欠失する肺
RB 癌抑制遺伝子産物の機能
RB は核に存在するリン酸化蛋白であり，細胞周期の
第 1休止期（Gl ）より DNA 合成期（s）への移行を調節す
ることにより，細胞の増殖，分化を制御している（図 1）。
RB は転写因子である E2F との分子結合により機能発現
する。即ち，低リン酸化型の RB は E2F と結合し， E2F
の転写活性を抑制するが，高リン酸化型の RB はE2F を
遊離し，遊離 E2F はS 期移行に必要な各種遺伝子（cylin
A, DNA polymerasα ，dihydroflate reductase, thymidlate 
synthease など）に対して転写活性を示す4）。 従って， RB
の細胞周期調節作用はそのリン酸化状態により制御され
ている。RB を細胞内でリン酸化する酵素はセリンスレ
オニンキナーゼの cylin depnt kinase ( CDK) family 
である。CDK の発現は細胞周期によらず一定であり，
CDK の機能は cylin の発現量により調節されている。
CDK family には CDKl (C DC2 ), CDK2, CDK4, CDK6 
などiJf., cylin family には cylin A, cylin B, cylin D, 
cylin E などが知られている。細胞内で RB はG I後期
にリン酸化され， S 期，第 2 休止期（G 2 ），分裂期（M)
と高リン酸化状態が維持され，細胞分裂後再び， Gl 期
に入ると低リン酸化状態となる。
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cyclin 過剰発現と肺癌
細胞内での RB リン酸化の開始は CDK4 /6とcylin
Dl /2/3が関与しており，次いで CDK2 とcylin E が，さ
らに CDK2 とcylin A が RB リン酸化に関与し，この過
程で細胞は Gl 期よ りS 期に移行する。肺非小細胞癌
では cylin Dl 過剰発現により CDK4 /6の機能上昇が持続
し， RB は高リン酸化型となり不活性化されると考えら
図 2 肺癌細胞の RB とcyclin A 蛋自発現
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肺小細胞癌（SCLC ）の多くは野生型 RB 蛋白を欠損しており， cyclin A の発現量も低い。一方，肺非小細胞癌（NSCLC ）はほとんどが
野生型 RB 蛋白を保有するとともに高レベルの cyclin A を発現している。NSCLC の RB 蛋白は高リン酸化型が主体である。phospho RB, 
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癌細胞では，ほぼ全例で pl61NK4A を発現する 9, 10 ）。 さら
に， RB 欠失肺癌細胞は pl61NK4A を過剰に（蛋白レベル
で正常細胞の10 倍以上）発現することが明らかにされて
いる。RB 欠失肺癌細胞では E2F の多くが遊離型となり，
この E2F がp ]6IN 酬の転写を促進するためと考えられ
ている 11 ）。われわれは RB 正常 pl61NK4A 欠失の肺癌細胞
にp J61NK4A 遺伝子をリポフェクション法にて導入する
実験を行った。 0418 を含む選択培地で長期間培養する
と肺癌細胞のコロニー形成はコントロールに比し10 分の
l より 10 分の l に減少し 強い増殖抑制活性を有する
ことが示された。 Westrn blot 法では，遺伝子導入後 p
l6INK4A の高発現とともに RB の低リン酸化がみられ， p
161NK4A 遺伝子導入による腫蕩増殖抑制効果は RB を介す
るものと考えられた。この腫蕩抑制効果は cyclin Dl 過
剰発現肺癌細胞でもみられ，外因性 pl6INK4A の高発現は
内因性の cyclin Dl 過剰発現を克服すると考えられた12¥
pl61NK4A 遺伝子導入前後の細胞周期調節関連遺伝子産物
の変化を図 3 に示すo pl61NK4A は RB, E2F を介して，
細胞周期の進行を強く抑制するので，癌に対する遺伝子
治療の有力な標的分子と考えられている 13 ）。また， p
l6INK4A 類似の作用をもっ薬剤が精力的に探索されてお
り14 ），癌化学療法剤の作用メカニズムを明らかにする上
でも興味深い分子である。
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変異型 RB
遺伝子欠失，遺伝子点突然変異， CpG のメチル化な
どによる機能性 RB 分子の欠失により RB 機能は失われ
る。肺癌における RB 機能異常のほとんどは RB 欠失に
基づくが，約10% の肺癌では構造遺伝子の変異による変
異型 RB の出現に基づくことが知られている 15 ）。ほとん
どの変異型 RB は特定のエクソンや C 末端を欠如してい
るが，単一アミノ酸の置換による変異型 RB も存在する。
その代表として NCI-H209 肺小細胞癌株の保持する RB
は706 番目のアミノ酸がシステインよりフェニルアラニ
ンに変化したもので，この変異型 RB はアデノウイルス
ElA ，ヒトパピローマウイルス E 7, SV40 大型 T 抗原
との結合能や被リン酸化能を失っており， G I期より S
期への細胞周期移行抑制活性も失っている 16, 17 ）。しかし，
変異型 p53 と異なり，これら変異型 RB が優性癌遺伝子
として働くという報告はみられない。
RB 欠失肺癌細胞への rb 遺伝子の導入
RB を欠失する肺小細胞癌培養株（NCI-417, NCI-H 
187 ）肺非小細胞癌（NCI-H209 ）にリポフェクション
法にて rb 遺伝子を導入し RB 蛋白を再発現する安定
クローンが得られた2,6 ）。 RB を再発現する肺癌細胞は免
疫不全マウスに移植されると RB を発現しない肺癌細胞
図3 pl6INK4A 遺伝子導入による細胞周期の制御
pl6 遺伝子導入前 pl6 遺伝子導入後
Gl 期 Gl 期
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pl6 を欠損する肺非小細胞癌の pl6 遺伝子導入前の細胞周期の制御状態を左図に示す。pl6 を欠損しているため， CDK4 は cyclin Dl と複
合体を形成し， RB 蛋白をリン酸化し，高リン酸化型 RB 蛋白は転写因子 E2F を遊離するため，細胞では Gl 期より S 期への移行が起こっ
ている。 pl6 遺伝子導入後，発現した pl6 はCDK4 と複合体を形成し， RB 蛋白リン酸化を抑制する（右図）。 E2F が低リン酸化型 RB と結
合し， DNA 合成に必要な遺伝子に対する E2F の転写活性が抑制され， Gl 期より S 期への移行が抑制され 癌細胞の増殖は抑制される。
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に比べ，腫蕩形成が著明に抑制される。しかし，肺癌細
胞を細胞外間質成分（lamin, colagen type IV, fibronectin 
等）を含む matrigel と混合してマウスに接種すると rb
遺伝子導入による腫傷縮小効果が打ち消される。また，
肺癌細胞の二重軟寒天培地におけるコロニー形成能（足
場非依存性増殖能）に matrigel が促進的効果を示すこと
より，ある種の細胞外間質は RB 機能を修飾し癌化に関
与すると考えられている 18 ）。 また RB を再発現する肺
癌細胞は発現しない親株に比して， etopside, cisplatin, 
adrimycn 等の抗癌剤により抵抗性である。抗癌剤は S,
G2, M 期でその作用を発現するものが多く， Gl 停止
を誘導する RB は肺癌細胞を抗癌剤より防護すると考え
られる8）。
RB 発現異常の臨床的意義
RB 蛋自発現異常と肺癌患者背景因子の相関性の検討
では，喫煙歴，年齢，性別，臨床病期， perfomanc sta 旬S
等との有意の関連はみられていない19 ）。 RB 発現異常と
化学療法効果の関係では， RB 発現異常のある肺癌がな
いものに比し，化学療法に対する感受性が高いとされて
いる 6）。 Xu ら20）の報告によると， stage I, II 期の肺非小
細胞癌において，免疫組織学的に10 例中24 例に RB 蛋
白発現異常を認め，これらの患者の中間生存期間は18 カ
月で， RB 蛋白が正常に発現している患者の32 カ月に比
し有意に短かいとしている。手術時の摘出標本の RB 発
現異常の検索は予後の推測や術後アジ、ユバント化学療法
の適否判定に有用と考えられる。
おわりに
RB 遺伝子産物は細胞周期制御の中心に位置し，細胞
が分裂増殖へ進むか，休止分化へ向かうかを最終決定す
る重要な分子である。癌抑制遺伝子産物 pl6INK4A や癌遺
伝子産物 cyclin D, E, A はRB に直接的に作用すること
により，癌抑制遺伝子産物 p53 は RB に間接的に作用す
ることにより，ほとんどの癌の病態に RB が深く関与し
ている。また，多くの増殖因子は cylin 等を介し21 ），抗
癌剤，放射線も p21 等の RB リン酸化阻害因子を介し RB
に作用している。肺癌の治療成績が伸び悩んでいる現在，
肺癌治療に携わる臨床腫蕩医は肺癌の病態の本質を十分
理解し，肺癌の病態に基づいた治療を検討する必要があ
る。
清水英治他
文献
1 ) Kratzke, R.A, Shimzu, E., Kaye, F.J. : Oncoges in 
human lung cancer. Cancer Treat. Res., 63 : 61-
85,193 
2 ) Kratzke, R.A, Shimzu, E., Geradts, J., Gerster, J.L., et 
al. : RB-mediat tumor supresion of a lung 
caner cel line is abrogated by an extract enriched 
in extracelular matrix. Cel Growth Difer. 4 
629-35,193 
3 ) Ookaw, K., Shiseki, M., Tak 油 ashi, R., Yoshida, Y., et 
al. : Reconstiution of the RB gen supreses the 
growth of smal-cel lung carinom cels carηing 
multiple gentic alterations. Oncoge, 8 : 2175-
218,93 
4) She 汀， C.J. : Cancer cell cycles. Science, 274 : 1672-
167,9 
5) Wang, J., Chenives, X., Henglein, B., Brechot, C.: 
Hepatitis B virus integration in a cyclin A gen in a 
hepatocelular carinoma. Nature, 34 : 5-7,
190 
6) Shimzu, E., Coxn, A., Oterson, G.A, Steinberg, S.M, 
et al. : RB protein status and clinical corelation 
from 172 cel lines represnting lung cancer, 
extrapulmonηsmal cell carinoma, and mesoth-
lioma. Oncoge, 9 : 241-8, 194 
7) Shimzu, E., Zhao, M., Shinohar, A. , Yamr 削 o, A., et 
al. : Diferential expresions of cyclin A and RB 
protein in histological subtypes of lung C組 cer cell 
lines. J. Cancer Res. Clin. Oncol., 197 (in pres) 
8 ）清水英治，超美蓉，吉田成二，山本晃義他：肺
小細胞癌における RB 蛋自発現異常と肺非小細
胞癌におけるサイクリン A の高発現．肺癌の
予後因子（小倉剛，安光勉編），中山書
店，東京， 195, p.13-40 
9) Oterson, G.A, Kratzke, R.A, Coxn, A., Kim, Y.W, et 
al. : Absenc of pl6INK4 protein is restricted to the 
subset of lung caner lines that retains wildtype RB. 
Oncoge, 9 : 375-8, 194 
10) Shapiro, G.I., Edwars, C.D, Kobzik, L., Godleski, J., et 
al. : Reciprocal Rb inactivation and pl6INK4 expres-
sion in primay lung cancers and cell lines. Cancer 
Res., 5 : 50-9, 195 
網膜芽細胞腫遺伝子と肺癌
1 ) Khleif, S.N., DeGrgori, J., Ye, C.L., Oterson, G.A, et 
al. : Inhibition of cyclin D-CDK4/CDK6 activity is 
asociated with an E2F-mediat induction of cyclin 
kinase inhibitor activity. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 93 : 4350-4, 196 
12) Sumito, K. , Shimzu, E. , Shinohar T., Sone, S.: 
Growth supresion of a lung cancer cell line 
over-expresing cyclin Dl by the introduction of the 
p 161NK4A gene. (in preparation) 
13 ）清水英治： RB 遺伝子と抗癌剤感受性．肺癌の分子
生物学（西係長宏編），ファーマインターナ
ショナル，東京，195,p.8-
14 ) Shimzu, E., Zhao, M . R., Naknishi, H., Yamot, A. , 
et al. : Difering efects of staurosporine and UCN-01 
on RB protein phosphorylation and expresion of 
lung C 加 cer cell lines. Oncolgy, 53 : 49-50,
196 
15) Horwitz, J.M. , Park S.H. , Bogenman , E ., Cheng, J.C., 
et al. : Frequent inactivation of the retinoblastoma 
anti-oncogen is restricted to a subset of human 
tumor cells . Proc Natl. Acad. Sci. USA, 87 : 275 -
279,10 
16) Kaye, F.J., Kratzke, R.A., Grester , J.L., Horwitz, J.M : 
A single amino acid substitution results in a 
retinoblastoma protein defective in phosphorylation 
and oncoprotein binding. Proc. Natl. Acad. Sci. 
19 
USA, 87 : 692 司 692,10
17) Kratzke, R.A., Oterson, G., Lin, A.Y, Shimzu, E., et al. : 
Functional 組 alysis at 血e Cys 706 residue of the 
retinoblastoma protein. J. Biol. Chem., 267 : 2598
・2603,19
18 ) Yoshida, S. , Shimzu, E., Ogura, T ., Takda, M., Sone, 
S. : Stimulatory efect of reconstituted basemnt 
mebrane compnets (matrigel) on the colny 
formation of a panel of human lung cancer cell lines 
in soft ag 訂. J. Cancer Res. Clin. Oncol., 123 : 301 ・
309,17 
19) Reisman, P.T ., Koga, H ., Tak 油 ashi ,R. , Figlin, R.A., et 
al. : Inactivation of the retinoblastoma susceptibility 
gen in no-smal cell lung cancer. Oncoge, 8 : 
193-, 
20) Xu, H.J., Quinlan, D.C., Davidson, A.G, Hu, S.X., et al. : 
Alterd retinoblastoma protein expresion and 
prognosi in early-stage non-smal-cel lung carci-
noma. J. Natl. Cancer Inst., 86 : 695-, 194 
21) Shimzu, E., Takhashi, Y., Shinohar, A. , Yamot , Y., 
et al. : Stem-cel factor regulates the expresion of 
cyclin A and retinoblastoma gen product in the 
growth and diferentiation pathwy of human 
megakryoctic cells. J. Cancer Res. Clin. Oncol., 
12 : 45-2, 196 
－
11
2
y
E
劃 和
l i
ド
：
白書
量
E S E
－s屯e a
噴出忌
Z
ま寄
1
sy F
HH
ー
i li
－－i
；i i
；
i
tit
i
－－
